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実験に使用した, Laa'tWuusグループ乳酸菌(Laa'ttd7uuS : AlグJレー1,
L軸血β l･ A2グ)レー1, La〝7ybwmLS : A3グノレー1, Lgalnrwm :舶ゲル
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17, LgaSSen': Blタ)レー1, LJ'd7nSmil': B2グ)レーj)の合計16菌株を使用




Table 1. List of the Lactobacillus acidophilus Group Strains
Tested in this study
























































L aa'ddX'ALSグルー:碍L酸菌は, Lacd3eLdqi MRS Brdl (DikD kdxxabies)
で3回継代培養¢7℃ 24時間)後,遠心分離により集菌した.菌体はPBSで,
2回遠心洗浄し,さらに滅菌蒸留水で2回遠心洗浄後凍結乾燥した.菌体は無血
清RPM1-1640培地(日水製薬(秩) ,東京)に懸濁(1吋州)級, 56℃, 45分
間加熟し,菌体試料とした.
3･2) L a柳グノレー:稽L酸菌各菌株の染色体DNAの調製




リゾチーム(生化学工荒東京, 3伽砂州) , N-アセチルムラミダ｣ゼSG (生
化学工亀東京, 250JLgM)を加え, 37℃で10分間反応させた.反応後, 0.1M
Tris-1%SDS緩衝液(1伽11)を添加し,穏やかに擾拝した.これに,プロティナ




4℃下で完全に溶解させた.次に,核酸溶液にRNa*A (SJGMA, lhせ州, 1∝I




















胞は遠心分離(1,300qm 5分間, 4℃)により回収し, 10%FCSを含むRPM1-















CO2, 37℃, 48時間培養した.陽性対照試料として, uTDFXdysa∝brkb (LB ;
EhlT m叫声nとして, SlGM心とCmQrnValinA (CmA ; T･伐tl m弛喝enとし
て, SLGNA)を用い,それぞれ捌払号20および2JLghTllになるように添加
した.培養終了16時間前に, PHTTtR (Me叫-Pq-dwTlidne, Amers旭rTb UK)
を9.25kBqNuen添加し,パルスラベルした.培養終了後,セ)レ＼-ベスター(LABO
MASH LM IOl･655, LRO SCIENCE CO., LTD.)を用いて細胞をグラスフィル






S.I.=(00unb l驚r minute in t怜ateq - (00untS l驚r minub in tndQgrDurKD /












Fig.1-1 Mitogenic Activity of L. acidophilus group
LAB to Murin Splenocytes.




La如血β LR7, LA135, La叩わtAmJSJCM 1034およびJCM2125, LgaseK!ri











Fig.1-2 Mitogenic Activity of DNA from i.
acidophilus group LAB to Murin Splenocytes.
● pく0.05,-　p<0.01,- - p<0.001
DNAによる活性はほぼ同じS.).値を示し, Laa'tP'lusJCM1 132TおよびLA67,
L軸bs U唱7およびLA135, Laq血vmLS JCM 1034, Lgamr7arum F41,




菌体による刺激ではLadtWuus JCMl 132TおよびLA67, L軸山s LA87,
LA135およびF199, La叩わ1JmJSJCM 1034およびJCM2125, LgaWnarum F41,




DNAによる刺激では, Laa'tP'Ius LA67, Lα細血β L,A135およびF199,




Fig.1･3 Mitogenie Activity of DNA from L




菌体による刺激では, LadtbFhuusJCM 1 132T, LA 67, Lm'qxZbs LA87, LA 1 35
およびF 199, LamybwmLS JCM l∝拘およびJCM 2125, Lgamnap7'um F 41,
Lspsem'JCM1131T, JCM 1025, F 191, 163-1, LA39およびLA158, LJ'd7nSOVy'J'
pN-Ri-24菌株が有意な活性を示したくS.L.4.0-6.5)(Fig.114).中でも,





Fig.1･4 Mitogenic Activity of L acidophilus group
LAB to Murin Peyer's patch cells,

















































Sau 3N Sau 3AI
｣___｣
M13 prlmer M4 : GTTTr CCCAG TCACG AC
M13 prlmer RV: CAGGA AACAG CTATG AC
+
=itogenic activity
FIG･3-1 CIoningofMitogenic DNA from DNAl131
digested with Sau3AJ
ベクターとインサートDNAのライゲーションは, TaKaRa L帥l KitVer.2を使
用し行った.ベクター(50nglLLl)を, TE緩衝液を用いて,全量で5FLlになるよ
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LgJB.en･ JCu 1 131T
Fig･3･3 Mltogenic Activity of Digested DNAs from L･gasseri
Jem 1131T toSplenocyteS　･･p<0･01 '''p<0･001
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PCR反応にlもyTaq DNA PobrTleraSe(TOYOBO CO,LTD,Osaka,JaFnn)および







1) L a卿J'ALS glりuP乳酸菌由来DNAの幼君化活性発現における制勝肖
化の影響
各菌株DNAの制限酵素消化物の肺臓リンパ球に対する幼君化活性を測定した.
結果1 (F.q.1-2)で有意な幼君化活性の認められた, Lα和泊血β LA135, Lgmn'
B
Fig.3･4 Fractionatlon of E)NA1131digested with Sau 3Al and
their Mitogenic Activity
M; 1kbladder･1; Digested DNA･2; lkbp<･3; *p<o･05　･･p<0･01
500bpくく1 kbp, 4;く500bp





JCMl 1 31 TのSaLBAJ消化物で高い幼君化活性が認められた(S.I.q5.8) (F由.3-司.
2)制限酵素消化DNAのアガロース抽出物の肺臓リンパ球に対する幼君化活性
比較的高い幼君化活性の認められた　LgaSSeri JCM 1 131TのDNA(DNAl 131)
の, SaLBAJ消化物を用いて,以下の実験を行った.消化物は,アガロ-ス電気





















sequiherm EXCEL　Ⅱ T" Lmg-R飽dm Sequendng Kit-LC(EF太治rTter
Trcmdogy,M血n,USA)を用いたサイクルシークエンシング反応により行った･
すなわち, AJ,G,Cと記した0.5mlのマイクロチュ-ブにSequiherm EXCELⅡ-




























































































oL-LG6; TTCCAGAATTA OL-Ⅰ.G7,･ TTTATTATAT OL-LG8 ; TAAATGGTT OL-LG9,･ TTTAAAT OL-LG1 0,. ATTTTTAC
★★★★★★★★★★★　　　　　　　　　★★★★★★★★★★　　　　　　　　　　★★★★★★★★★　　　　　　　　　★★★★★★★








3　CTCCAGAGATA D-39　TTTATTATCG D-22　TAACTGGTA E-　2　TTTAACT
★　★★★★★★★　　　　　　　　　★★★★★★★　★　　　　　　　　　　　★★★★★　　★★　　　　　　　　　★★★★★　★

















































RtラベルfもTaKaRa Randml Pim忠r DNA htxBrrng kner.2を用いた.すなわ
ち, 25ngのDNAdoneを含む溶液に2FL lのRan血m Prin℃r溶液を加えて14IL I
に調製した.沸騰水中で3分間加熱後,氷中で急冷し, 5分間放置した. 10×Bufbr,
dNTP Mbdureをそれぞれ2.5LL I, 【α-32p]dCTP(50FL Ci ArTCrSbm,UPqを5FL l,








p旭rmada Bkdedl,UK)を加えよく混和した後, 1 FL lのT4fD帥ude曲



























Unlabeled ONA lq sanTlb)








Fig.5-2 Binding of active DNA motifs to Large B ce"s

















を行い, lrTdのシース,･35(FAGS Fkw,BECTON DJCK]NSOMに懸濁し,ナイロン


























































3) RewerW TranscriPim Pdym暇raSe dⅥin R飽Ctbn(RT-PCR)
RT-PCR反応には, Rea叶-TP･GO(RTIPCR EkndsAMERSHM PHARMAC)A
BlOTECH,UK)を用いた. RT-PCR Beadsの入った0.5m]マイクロチューブに反
応液を調製し, PROGFW TEMP CONTROL SJ6TEM PCJ00(株式会社アステ
ック,福岡, JAPAN)で反応させた.反応条件およびプライマーはF旬.7-1に示し
た.反応終了後,一部をとり3%アガロースゲル電気泳動に供した.増幅された
β-actin- F:TGTGA TGGTG GGAAT GGGTC AG- R:mGA TGTCA CGCAC GATTT CC
IL-1 α　- F:AAGTT TGTCA TGAAT GATTC CCTC
- R:GCTTC ACTAC CTGTG ATGAG T
IL-1 β　- F:CAGGA TGAGG AC♪JG AGCAC C
- R:CTCTG CAGAC TCAAA CTCCA C
IL-2　- F:GTCAACAGCG CACC CACTT CAAGC
- R:GCTTG TTGAG ATGAT GCm GAGA
IL-4　- F:ACGGA GATGG ATGTG CCAAACGTC
- R:CGAGT AATCC ATTTG CATGA TGC
IL-7　- F:GTCAC ATCATCTGAG TGCCA CA
- R:GTAGT CTCTT TAGGA AÅc/汀GCATC
lL10　- F:GTGAA GACTTCmCAAAC AAAG
- R:CTGCT CCACT GCCTT GCTCT TATT
IFN-α - F:GCTGC TTGGA ATGCA ACCCTC CTAGA C
- R:GACCA CCTCC CAGGC ACAGG GGC
lFN7　- F:TACTG CCACG GCACA GTCAT TGAA
- R:GCAGC GACTC c†m CCGCT TCCT
TNF-α - F:ATGAG CACAG AAAGC ATGAT C
- R:TACAG GCTTG TCACT CGAAT T
Fig･7-1 List ofcytokjne pnmers
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バンドからデンシトグラムを作成し, mRNAの発現をNIH lmage ver.1.61を用い
て解析した.また, S.1.値を以下の式に従い算出した.

















娘 ?"?舛onA ロLPS 
車重車重垂垂塾垂直】 
Fig.712 lnduction of cytokine mRNA jn splenocytes stimulated
with Mitogenic DNA clone or DNA motif
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